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Удаление обонятельных луковиц у грызунов широко используется как модель симптомов
клинической депрессии и нейродегенерации, в том числе холинергической. В работе про-
водили удаление обонятельных луковиц самцам мышей линии С57BL/6. Через 2 или 4 нед
после операции исследовали формирование долговременной неассоциативной памяти
(габитуации) и пространственной памяти. Эффект влияния бульбэктомии на состояние
нейронов медиальной септальной области изучали с помощью иммуногистохимической
окраски на холинацетилтрансферазу и NeuN по окончании исследования поведения, т.е.
через 4 и 7 нед после операции. Бульбэктомия приводила к нарушению габитуации по по-
казателям двигательной активности в тесте “открытое поле” и нарушению пространствен-
ного обучения, но не памяти в водном лабиринте на обоих исследованных сроках. Сниже-
ние доли холинергических клеток в медиальной септальной области наблюдалось через 4,
но не через 7 нед после операции. При этом не наблюдалось значимого изменения общего
числа нейронов в этом отделе мозга. Таким образом, возникновение когнитивных наруше-
ний после удаления обонятельных луковиц может быть связано с проявлениями времен-
ного холинергического дефицита на ранних этапах развития патологии.
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ВВЕДЕНИЕ
Холинергические структуры медиального

септального комплекса – медиальное сеп-
тальное ядро (MS) и ядра диагональной по-
лоски Брока (DBB) – имеют обширные про-
екции в кору больших полушарий и гиппо-
камп, где ацетилхолин (АХ) регулирует
возбудимость нейронов, влияет на синапти-
ческую трансмиссию, индуцирует синапти-
ческую пластичность, координирует актив-
ность нейронов в сетях. Таким образом, АХ
участвует в процессах фильтрации сенсомо-
торной информации и формирования памя-
ти [Deiana et al., 2011; Jin et al., 2019; Papouin et
al., 2017]. Клетки медиального септума явля-
ются ритмоводителями гиппокампального
тета-ритма, связанного с исследовательской
активностью [Müller, Remy, 2018; Solari,

Hangya, 2018]. Поскольку нейроны медиаль-
ной перегородки и ядер полоски Брока фор-
мируют основной холинергический вход в
гиппокамп, дегенерация нейронов в этих от-
делах мозга приводит к нарушению функции
всех зависимых от АХ нейронных сетей гиппо-
кампа. Повреждение базальных ядер, сопро-
вождающееся снижением холинергической
трансмиссии, рассматривается как причина
возникновения когнитивных нарушений при
некоторых нейродегенеративных патологи-
ях, включая болезнь Альцгеймера [Hampel et
al., 2019], болезнь Паркинсона, ассоцииро-
ванную с деменцией, и деменцию с тельцами
Леви [Liu et al., 2018]. Также эта связь наблю-
дается при моделировании нейродегенера-
тивных процессов на грызунах и приматах
[Irle, Markowitsch, 1987; Leanza et al., 1996;
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Stepanichev et al., 2014]. В ряде работ было по-
казано, что нарушение некоторых форм обуче-
ния и памяти может совпадать только с воз-
никновением холинергического дефицита
[Stepanichev et al., 2014] и отсутствовать на
фоне выраженного снижения числа холинер-
гических клеток в медиальной септальной
области [Dobryakova et al., 2019]. Это указыва-
ет на необходимость дальнейших исследова-
ний вклада холинергической системы базаль-
ных ядер в процессы обучения и памяти в
норме и при развитии патологических про-
цессов в мозге.

Удаление обонятельных луковиц у грызу-
нов (ольфакторная бульбэктомия, ОБ) явля-
ется широко известной моделью некоторых
симптомов клинической депрессии и нейро-
дегенеративных заболеваний. ОБ вызывает у
крыс и мышей множественные эмоциональ-
ные и когнитивные нарушения, сопровожда-
ющиеся структурно-функциональными изме-
нениями в мозге. Животные после ОБ демон-
стрируют признаки депрессивноподобного
состояния: снижение массы тела, ангедонию.
У них наблюдаются повышение двигатель-
ной активности в тесте “Открытое поле”,
увеличение времени иммобильности в тесте
вынужденного плавания, а также снижение
длительности актов груминга. Показано
ухудшение обучения животных после ОБ по
сравнению с контрольными в тестах на про-
странственное обучение, таких как Т-образ-
ный лабиринт и водный лабиринт Морриса, а
также в задании на поиск пищи в условиях
holeboard test [Hellweg et al., 2007]. Исследова-
ния говорят о драматических изменениях ра-
боты медиаторных систем головного мозга,
спровоцированных ОБ: снижении метабо-
лизма серотонина в гипоталамусе, гиппокам-
пе и фронтальной коре и повышении содер-
жания дофамина в гипоталамусе мышей
[Flores et al., 2014]. Неонатальная двусторон-
няя ОБ в препубертатный период развития у
крыс приводит к усилению экспрессии
NMDA-рецепторов и повышению их срод-
ства к лигандам в ряде областей мозга, в том
числе в гиппокампе [Yoshimura et al., 1974].
При ОБ страдает холинергическая система
головного мозга, что приводит к снижению
содержания АХ в коре и миндалевидном ком-
плексе крыс [Hozumi et al., 2003], а также со-
держания фермента синтеза АХ холинацетил-
трансферазы (ХАТ) в коре, миндалевидном
комплексе и гиппокампе мышей через 14 дней
после ОБ [Capurso et al., 1997; Koliatsos et al.,

2004]. В пириформной и энторинальной об-
ластях коры, связанных проекциями с обо-
нятельными луковицами, наблюдается ре-
троградная дегенерация нейронов [Bobkova
et al., 2001; Hu et al., 2012; Kang et al., 2010].
В некоторых работах показано снижение
плотности ХАТ-иммунореактивных клеток в
медиальной септальной области у мышей че-
рез 2 и 4 нед после ОБ, что также трактуется
авторами как признак гибели этих нейронов,
и в совокупности с вышеперечисленными
эффектами позволяет некоторым исследова-
телям считать ОБ моделью нейродегенера-
ции [Gulyaeva et al., 2018]. В то же время было
показано, что развитие холинергического де-
фицита является характерной чертой ОБ-ас-
социированной патологии у мышей, но не у
крыс [Hendriksen et al., 2015; Stepanichev et al.,
2016].

В настоящей работе мы исследовали раз-
витие нарушений неассоциативного и ассо-
циативного пространственного обучения и
состояние холинергических клеток медиаль-
ной септальной области у мышей линии
C57BL/6 после ОБ.

МЕТОДИКА

Самцы мышей линии C57BL/6 в возрасте
3 мес массой 25–30 г были получены из Фи-
лиала “Столбовая” Федерального государ-
ственного бюджетного учреждения науки
“Научного центра биомедицинских техноло-
гий Федерального медико-биологического
агентства” (Московская обл., РФ). Мышей
содержали в конвенциональном виварии по
5 особей в клетке в условиях 12-часового све-
тового дня при свободном доступе к воде и
корму. Эксперименты с животными выпол-
нены в соответствии с требованиями Дирек-
тивы 2010/63/EU Европейского Парламента,
Совета от 22 сентября 2010 г. и Приказа № 267
МЗ РФ от 19 июня 2003 г. в области защиты и
использования животных в эксперименталь-
ных исследованиях. Протокол эксперимента
утвержден Этической комиссией ИВНД и
НФ РАН. Животных случайным образом де-
лили на две группы: ложнооперированные
(ЛО, n = 19) и бульбэктомированные (ОБ, n =
= 22). Удаление обонятельных луковиц осу-
ществляли согласно общепринятому прото-
колу [Bobkova et al., 2014; Stepanichev et al.,
2016]. Для этого мышей анестезировали вве-
дением хлоралгидрата (400 мг/кг), после чего
помещали в стереотаксический аппарат
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(“Kopf Instruments”, США) и под местным
обезболиванием (2%-й лидокаин подкожно)
подготавливали операционное поле. Допол-
нительное обезболивание было обусловлено
чрезвычайной болезненностью манипуляций
с надкостницей и костями крыши черепа.
В черепе сверлили отверстие диаметром 2 мм,
на 5 мм ростральнее брегмы. Обонятельные
луковицы удаляли путем аспирации. Образо-
вавшуюся полость заполняли гемостатиче-
ской губкой, а отверстие закрывали акрило-
вым цементом (Акродент, Украина). Ложно-
оперированные мыши, перенесшие все
манипуляции, кроме удаления обонятельных
луковиц, служили контрольной группой.
Масса тела контрольных и бульбэктомиро-
ванных животных в период восстановления
значимо не различалась. Исследование пове-
дения и морфологии проводили в двух сериях
экспериментов. Для серии 1 (ЛО = 10, ОБ =
= 14) восстановительный период составлял
14 сут; для серии 2 (ЛО = 9, ОБ = 8) – 30 сут.

Исследование поведения в тесте “Откры-
тое поле” (ОП) проводили согласно ранее
описанному протоколу [Platel et al., 1984; Pla-
tel, Porsolt, 1982] в малом экспериментальном
комплексе (НПК “Открытая Наука”, Рос-
сия), представляющем собой бокс из панелей
серого цвета (внутренние размеры: длина –
1.19 м, ширина – 1.23 м, высота – 1.9 м) с ров-
ной матовой поверхностью, оснащенный по-
толочной плоской регулируемой светодиод-
ной панелью и цифровой видеокамерой
DMK 23GV024 GigE (“The Imaging Source Eu-
rope GmbH”, ФРГ). Установку помещали
внутрь бокса таким образом, что животные и
наблюдатель были разделены стенками во
время теста. Поведение животных записыва-
ли с помощью персонального компьютера
для последующего анализа, используя про-
грамму IC-Capture Ver. 2.2.248.1000 (“The Im-
aging Source Europe GmbH”, ФРГ). Установка
представляла собой круглую арену белого
цвета диаметром 63 см со стенками высотой
32 см (НПК “Открытая Наука”, Россия).
В полу имелось 13 отверстий диаметром 1 см,
расположенных в центре и по двум окружно-
стям, на периферии и в промежуточной зоне.
Животных тестировали в течение четырех по-
следовательных дней (14–18 или 33–36 сут
после ОБ соответственно) для оценки угаше-
ния двигательной активности. Каждое жи-
вотное помещали на освещенную арену
(350 люкс) и в течение 5 мин регистрировали
поведение при помощи видеокамеры. В ходе

обработки для каждого дня тестирования ре-
гистрировали длину пройденной дистанции
и число стоек с опорой как показатель двига-
тельной активности, а также число стоек без
опоры на стенку установки и число загляды-
ваний в отверстия в полу установки как пока-
затели исследовательской активности [Enna-
ceur, 2014].

Способность к пространственному обуче-
нию тестировали в водном лабиринте Морри-
са (ВЛМ) [Vorhees, Williams, 2006]. Круглый
бассейн диаметром 120 см со стенками высо-
той 50 см на 20 см заполняли водой темпера-
турой 27°С. В качестве дистантных визуаль-
ных стимулов использовали контрастные
геометрические фигуры на стенах экспери-
ментальной комнаты. Квадранты бассейна
условно обозначали через стороны света –
NW, SW, NE, SE. В центр юго-восточного
сектора помещали платформу, погруженную
в воду на 0.5–1.5 см. Воду в бассейне подкра-
шивали обезжиренным молоком для исклю-
чения визуального поиска платформы. Те-
стирование проводили на 21–26-й или 45–
51-й дни после ОБ. В течение пяти дней каж-
дому животному предоставляли ежедневно
по четыре попытки продолжительностью
2 мин для поиска платформы. В том случае,
если мышь не справлялась с задачей в тече-
ние этого времени, ее мягко направляли к
платформе. И в случае успешной, и в случае
неуспешной попытки мышь оставляли на
платформе на 15–20 с. Интервал между по-
пытками составлял 30 мин. Точки запуска
животных в бассейн чередовали в псевдослу-
чайном порядке. На 6-й день проводили те-
стовую попытку длительностью 1 мин, в ходе
которой платформу изымали из бассейна, и
сигнальную попытку для контроля мотива-
ции, в ходе которой платформа, размещенная
в северо-западном квадранте бассейна, была
помечена флажком. В ходе обучения фикси-
ровали латентный период (ЛП) нахождения
платформы, в течение тестовой попытки –
время, проведенное в целевом квадранте, и
частоту пересечения его границ. В сигналь-
ной попытке регистрировали факт нахожде-
ния видимой платформы. Поведение живот-
ных фиксировали при помощи видеокамеры
и анализировали с использованием про-
граммного пакета Ethovision XT11 (Noldus,
Нидерланды).
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Подготовка тканей 
к иммуногистохимическому исследованию

По окончании экспериментов по исследо-
ванию поведения, через 30 либо 52 дня после
ОБ, животных повторно анестезировали хло-
ралгидратом, после чего транскардиально
перфузировали равными объемами (200 мл
на животное) 0.9%-го раствора хлорида на-
трия и 4%-го раствора формальдегида на
0.1 М фосфатном буфере (рН 7.4). Головной
мозг извлекали и дофиксировали в том же
фиксаторе в течение 48 ч. Затем при помощи
вибрационного микротома VT1200S (Leica
Biosystems GmbH, ФРГ) изготавливали серий-
ные фронтальные срезы толщиной 40 мкм. По-
ложение первого среза выбирали случайным
образом. Срезы хранили в криопротекторе
(0.01 М фосфатный буфер, этиленгликоль,
глицерин) при температуре –18°С.

Иммуногистохимическое исследование

Для выявления ХАТ-иммунореактивных
клеток срезы после отмывки от криопротекто-
ра фосфатным буфером и блокировки 5%-й
нормальной козьей сывороткой инкубирова-
ли с первичными антителами Rabbit anti-ChAT
(Santa Cruz Biotechnology, США) в разведении
1:400 в блокирующем буфере в течение 18–20 ч
при 4°С, затем, после промывки – с вторич-
ными антителами Goat anti-Rabbit IgG-Dy-
Light-488 (JIR, США) в разведении 1:500 2 ч
при комнатной температуре. Определение
нейронов проводили путем окрашивания на
ядерный нейрональный белок NeuN. Поря-
док окрашивания был аналогичным, исполь-
зуемые первичные антитела – Rabbit anti-
NeuN (Millipore, США) в разведении 1:500,
вторичные антитела – Goat anti-Rabbit IgG-
DyLight-546 (JIR, США). Срезы заключали в
среду Fluoroshield c DAPI (Sigma Aldrich,
ФРГ). После окрашивания срезы фотографи-
ровали на увеличении ×200 при помощи флу-
оресцентного микроскопа Leica DM6000B,
оснащенного CCD камерой (Leica Biosystems
Gmbh., ФРГ), и персонального компьютера с
программным пакетом Leica Application Suit.
Подсчет клеток и определение площади
окрашивания осуществляли с помощью про-
граммного пакета Fiji (NIH, США). Для под-
счета от каждого животного брали два после-
довательных среза, число клеток определяли
в одном оптическом срезе, далее измеряли
площадь и пересчитывали на 1 мм2.

Статистическую обработку и визуализа-
цию данных проводили при помощи про-
граммных пакетов STATISTICA 8.0 (StatSoft,
США) и GraphPad Prism (GraphPad Software,
США). После оценки распределения в вы-
борках для проверки различий между группа-
ми использовали дисперсионный анализ для
связанных переменных (RM-ANOVA) с апо-
стериорным множественным сравнением
средних по критерию Тьюки. Для анализа
выделяли два фактора с соответствующими
градациями: “группа” (1 – ОБ, 2 – ЛО), и
“день тестирования” (4 градации для ОП и
5 градаций для ВЛМ). Для обработки резуль-
татов тестовой попытки ВЛМ использовали
t-критерий Стьюдента. Если распределение
исследуемого признака отличалось от нор-
мального, например, при сравнении данных
иммуногистохимического исследования, при-
меняли непараметрический тест Манна–
Уитни. Данные представлены в виде средних
значений ± SEM либо в виде медиан, индиви-
дуальных значений и интерквартильных раз-
махов.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Влияние ОБ на неассоциативную память

Для изучения состояния неассоциативной
памяти использовали четырехкратное иссле-
дование поведения в тесте “Открытое поле”.
У контрольных мышей (группа ЛО) ежеднев-
ное тестирование приводило к снижению и
горизонтальной, и вертикальной локомотор-
ной активности (рис. 1), указывая на форми-
рование габитуации к контексту. В тесте “От-
крытое поле” животные ОБ на обоих сроках
после операции демонстрировали признаки
гиперлокомоции (рис. 1, 2). Для серии 1
ANOVA выявил эффект фактора “группа” по
признакам длины пройденной дистанции
(F(1,20) = 16.13; p = 0.0007), числа стоек с опо-
рой (F(1,20) = 43.44; р = 0.000), числа стоек
без опоры (F(1,20) = 12.27; р = 0.002) и числа
заглядываний в отверстия в полу установки
(F(1,20) = 88.57; р = 0.000). Статистически
значимого эффекта фактора “день тестирова-
ния”, а также взаимодействия факторов вы-
явлено не было. Для серии 2 в отношении
длины пройденной дистанции было выявле-
но статистически значимое влияние фактора
“группа” (F(1,15) = 5.16, p < 0.04) и взаимо-
действие факторов “группа” × “день тестиро-
вания” (F(1,45) = 15.27, p < 0.0001). Значимо-
го эффекта фактора “день тестирования” в
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отдельности выделено не было. По признаку
числа стоек с опорой ANOVA выявил в серии 2
эффект фактора “группа” (F(1,15) = 9.05, p <
< 0.01), но не фактора “день тестирования”, и
значимое взаимодействие факторов “группа” ×
× “день тестирования” (F(1,45) = 7.58, p <
< 0.001). Таким образом, мыши ОБ демон-
стрировали более высокий уровень локомо-
торной активности как через 2, так и через
4 нед после воздействия, и повторное тести-
рование не приводило к ее снижению, что
свидетельствует о нарушении габитуации у
мышей после ОБ. Животные серии 2 после
ОБ реже заглядывали в норки в полу установ-
ки: ANOVA выявил эффект фактора “группа”
(F(1,15) = 15.09, p < 0.01), фактора “день те-
стирования” (F(1,15) = 3.01, p < 0.04) и значи-
мое взаимодействие факторов “группа” ×
× “день тестирования” (F(1,45) = 7.54, p <
< 0.001). В отношении стоек без опоры ANOVA
не показал ни значимых эффектов отдельных

факторов, ни их взаимодействия, однако по-
парное сравнение контрольной и опытной
групп с помощью критерия Стьюдента пока-
зало статистически значимое повышение
числа стоек без опоры у ОБ животных во 2-й
и 3-й дни. Таким образом, для мышей ОБ был
характерен более низкий уровень исследова-
тельской активности, проявлявшийся макси-
мально через 2 нед после воздействия. ОБ
нарушала формирование неассоциативной
памяти у мышей на обоих сроках после опе-
рации.

Влияние ОБ на пространственную память

ОБ также негативно влияла на формирова-
ние ассоциативной памяти при обучении
мышей выполнению пространственной зада-
чи в ВЛМ. Анализ кривых обучения показал,
что контрольные животные постепенно сни-
жали время поиска скрытой платформы как в
серии 1, так и в серии 2 (рис. 3). Мыши ОБ

Рис. 1. Показатели двигательной активности в тесте “Открытое поле”. (а), (в) – серия 1 – 14 сут после ОБ,
(б), (г) – серия 2 – 30 сут после ОБ. ЛО – ложная операция; ОБ – обонятельная бульбэктомия. * – р < 0.05,
** – р < 0.01, *** – р < 0.001. Данные представлены в виде средних и стандартных ошибок средних.
Fig. 1. Indices of locomotor activity in the “open field” test. (а), (в), Series 1, 14 days after OB; (б), (г), Series 2,
30 days after OB. ЛО – sham-operated; ОБ – olfactory bulbectomy. Data are presented as mean ± S.E.M. The dif-
ferences are significant at * – р < 0.05, ** – р < 0.01, *** – р < 0.001.
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также сокращали ЛП нахождения платфор-
мы, но этот процесс происходил медленнее,
чем в контрольной группе. Для группы 1 вы-
явлено взаимодействие факторов “группа” ×
× “день обучения” (F(1,19) = 2.72; р = 0.04),
причем действие каждого фактора по отдель-
ности не было статистически значимым.
Апостериорное сравнение средних выявило
статистически значимые различия ЛП, начи-
ная с третьего дня обучения (рис. 3 (а)). Для
серии 2 ANOVA выявил эффект фактора
“группа” (F(1,12) = 8.36, p < 0.02) и фактора
“день обучения” (F(4,48) = 8.51, p < 0.0001),
при этом взаимодействие факторов не было
статистически значимым (F(4,48) = 2.55, p =
= 0.051). Данные, приведенные на рис. 3 (б),
показывают, что в отличие от мышей, кото-
рых начинали тестировать через 2 нед после
ОБ, эти животные обучались быстрее. Сни-
жение ЛП в подгруппе ЛО в конце обучения

было более выражено, тогда как мыши ОБ
также демонстрировали худшие показатели
ЛП в четвертый и пятый дни тренировки.

Через 24 ч после последнего сеанса обуче-
ния проводили тестовую попытку, в ходе ко-
торой платформа была убрана из целевого
сектора, а мышь запускали в ВЛМ с незнако-
мой стартовой позиции (S). Во время тесто-
вой попытки ни в одной из групп не выявле-
но значимых различий времени нахождения
в целевом квадранте бассейна (рис. 4 (а), (б)).
Частота пересечений целевого квадранта в
подгруппах мышей ЛО и ОБ серии 1 была
сходной (рис. 4 (в)), в то время как животные
ОБ серии 2 реже заплывали в целевой сектор
по сравнению с мышами ЛО (p < 0.01) (рис. 4 (г)).
Мыши всех подгрупп демонстрировали сход-
ное время достижения видимой платформы
(данные не представлены). В целом можно
заключить, что, несмотря на имевшие место

Рис. 2. Показатели исследовательской активности в тесте “Открытое поле”. (а), (в) – серия 1 – 14 сут по-
сле ОБ, (б), (г) – серия 2 – 30 сут после ОБ. ЛО – ложная операция; ОБ – обонятельная бульбэктомия.
* – р < 0.05, ** – р < 0.01. Данные представлены в виде средних значений и стандартных ошибок средних.
Fig. 2. Indices of exploratory activity in the “open field” test. (а), (в), Series 1, 14 days after OB; (б), (г), Series 2,
30 days after OB. ЛО – sham-operated; ОБ – olfactory bulbectomy. Data are presented as mean ± S.E.M. The dif-
ferences are significant at * – р < 0.05, ** – р < 0.01.
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различия в характере обучения, наиболее за-
метные в последних сеансах, ярких наруше-
ний сохранности ассоциативной памяти у
животных после ОБ не было выявлено.

Влияние ОБ на экспрессию ХАТ
в медиальной септальной области

Оценку эффектов ОБ на экспрессию ХАТ
проводили с помощью иммуногистохимиче-

Рис. 3. Кривые обучения в тесте “Водный лабиринт Морриса”. (а) – серия 1, начало обучения 21 сут после
ОБ, (б) – серия 2, начало обучения 45 сут после ОБ. Данные о времени нахождения платформы усреднены
для четырех попыток каждого дня обучения и представлены в виде средних по группе и стандартных оши-
бок средних. * – р < 0.05, ** – р < 0.01.
Fig. 3. Learning curves in the Morris water maze. (а) – series 1, start of training 21 day after OB; (б) – series 2, start
of training 45 days after OB. Data from 4 trials of each training day are averaged and presented as group mean ±
± S.E.M. The differences are significant at * – р < 0.05, ** – р < 0.01.

* * * *
*

*
*

1

150 (а) (б)ЛО
ОБ

Л
П

, с
100

50

0

150

Л
П

, с

100

50

0
2 3
День обучения

4 5 1 2 3
День обучения

4 5

Рис. 4. Показатели тестовой попытки в тесте “Водный лабиринт Морриса”. Время, проведенное в целевом
квадранте, и частота посещения целевого квадранта. (а), (в) – серия 1, начало обучения 21 сут после ОБ,
(б), (г) – серия 2, начало обучения 45 сут после ОБ. ** – р < 0.01. Данные представлены в виде средних и
стандартных ошибок средних.
Fig. 4. Indices of the test trial in the Morris water maze. The test trial was performed 24 h after the least training trial.
(а), (в) – series 1, start of training 21 day after OB; (б), (г) – series 2, start of training 45 days after OB. (а), (б) –
time spent in the target quadrant; (в), (г) – frequency of entries in the target quadrant. Data are presented as mean ±
± S.E.M. The differences are significant at ** – р < 0.01.
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Рис. 5. Иммунофлюоресцентная окраска срезов медиального септального ядра антителами к ХАТ и NeuN.
(а) и (б) – серия 1 (группы ЛО и ОБ соответственно); (в) и (г) – серия 2 (группы ЛО и ОБ соответственно).
Масштабный отрезок соответствует 50 мкм.
Fig. 5. Choline acetyltransferase (ChAT, ХАТ) and NeuN immunofluorescent staining in medial septal nucleus sec-
tions. (а) and (б) – series 1 (Sham operated (ЛО) and OB (ОБ) mice, respectively); (в) and (г) – series 2 (Sham
operated (ЛО) and OB (ОБ) mice, respectively). Scale bars represent 50 μm.
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ского окрашивания, после завершения экс-
периментов по изучению поведения. Для
этого исследования объемы выборок состав-
ляли для серии 1 (4 нед): ЛО, n = 10, ОБ, n =
= 8; для серии 2 (7 нед): ЛО, n = 7, ОБ, n = 5.
В серии 1 не было выявлено существенного
влияния ОБ на плотность NeuN-позитивных
нейронов (рис. 5 (а) и (б), рис. 6 (б)), в то вре-
мя как наблюдалась выраженная тенденция
(p = 0.054) к снижению плотности клеток,
экспрессирующих ХАТ (рис. 5 (а) и (б),
рис. 6 (а)). При этом доля ХАТ-иммунореак-
тивных клеток была статистически значимо
ниже в мозге мышей подгруппы ОБ серии 1 в
сравнении с соответствующим контролем
(рис. 5 (а) и (б), рис. 6 (в)). В серии 2 ни по од-
ному из исследованных параметров значи-
мых различий не обнаружено (рис. 5 (в) и (г),
рис. 6)). Таким образом, ОБ не вызывала вы-
раженной гибели NeuN-позитивных нейро-
нов медиальной септальной области ни на
одном исследованном сроке после воздей-
ствия. При этом наблюдалось временное
снижение экспрессии ХАТ в нейронах этого
отдела мозга через 4 нед после операции, ко-
торое исчезало через 7 нед.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящей работе проанализированы
эффекты удаления обонятельных луковиц на
поведение самцов мышей линии C57BL/6 в
тестах, позволяющих оценить состояние не-

ассоциативной и ассоциативной памяти. Ди-
намику развития изменений, вызванных ОБ,
изучали на двух независимых выборках жи-
вотных, для которых восстановительный по-
слеоперационный период составлял 2 и 4 нед.
(серии 1 и 2 соответственно). По окончании
поведенческих тестов (через 4 и 7 нед соот-
ветственно) определяли изменения числа
ХАТ-экспрессирующих клеток и общего чис-
ла нейронов в медиальном септальном ком-
плексе.

Снижение двигательной активности в те-
сте “Открытое поле” при повторных испыта-
ниях служит моделью габитуации [Platel, Por-
solt, 1982]. Габитуация (привыкание) – это
простейшая форма неассоциативного обуче-
ния и неассоциативной долговременной па-
мяти, проявляющаяся в виде снижения вели-
чины ответа на повторяющийся стимул и не
связанная с сенсорной адаптацией или мы-
шечной усталостью [McDiarmid et al., 2017].
Другими словами, габитуация позволяет иг-
норировать знакомые, предсказуемые или
несущественные стимулы, что крайне важно
для познавательных функций. В нашей рабо-
те после операции животные с ОБ, в отличие
от мышей ЛО, демонстрировали повышен-
ную двигательную активность, не сокращая
пройденной дистанции с течением времени
как через 2, так и через 4 нед после операции,
а также совершая больше стоек с опорой. В то
же время исследовательская активность из-
менялась по-разному в разные сроки после
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ОБ. Так, через 2 нед после ОБ животные со-
вершали значимо меньше стоек без опоры,
чем мыши ЛО, во второй и последующие дни
тестирования. Это позволяет нам говорить о
конкуренции между повышенной двигатель-
ной и исследовательской активностью. Одна-
ко через 4 нед после ОБ число стоек без опо-
ры, совершенных подопытными животными,
оказалось выше по сравнению с контрольны-
ми мышами. Другой параметр, выбранный
для характеристики исследовательской ак-
тивности, – число заглядываний в отверстия
пола – в серии 1 был стабильно ниже у жи-
вотных ОБ, чем у мышей ЛО, на протяжении
всего тестирования. В серии 2 значимые от-
личия от контроля были обнаружены только
в дни 2 и 3, в те же дни, когда животные ОБ
совершали значимо больше стоек без опоры.
Это может быть связано с несовместимостью
двух этих разновидностей поведенческих
актов.

Несмотря на то что клеточные и молеку-
лярные механизмы привыкания до конца не
ясны, было показано, что оно зависит от со-
стояния холинергической системы медиаль-
ной септальной области. В частности, стиму-
ляция холинергической трансмиссии комби-
нацией холина и пирацетама приводила к
улучшению привыкания [Platel et al., 1984].
Это согласуется с полученными в представ-
ленной работе данными о нарушении габиту-
ации и снижении доли ХАТ-иммунореактив-
ных нейронов в медиальной перегородке че-
рез 4 нед после ОБ. Исследование состояния
холинергических нейронов у животных се-
рии 2 не выявило значимых изменений доли
ХАТ-позитивных нейронов в медиальной пе-
регородке. Таким образом, нарушение габи-
туации может объясняться не только наруше-
нием формирования памяти вследствие хо-
линергической гипофункции, но и напрямую
гиперлокомоцией, которая, как известно, яв-

Рис. 6. Влияние ОБ на общее число нейронов и число ХАТ-позитивных нейронов в медиальном септаль-
ном ядре мозга мышей в разные сроки после операции. (а) – ХАТ-иммунопозитивные клетки; (б) – NeuN-
иммунопозитивные клетки; (в) – доля ХАТ-позитивных клеток от общего числа нейронов. Данные пред-
ставлены в виде медиан и интерквартильных размахов, а также индивидуальных значений, выраженных в
процентах от среднего значения для соответствующей контрольной группы.
Fig. 6. Density of ChAT+ (a) and NeuN+ (б) cells; ChAT+/NeuN+ (в) ratio. Data are presented as median and in-
dividual values which are normalized to the Sham mean value. The differences are significant at р < 0.05.
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ляется наиболее воспроизводимым послед-
ствием ОБ [Kelly et al., 1997; Song, Leonard,
2005], способным оказывать значительное
влияние на разнообразные формы поведения
[Недогреева и др., 2020].

Нарушения формирования и сохранности
пространственной памяти у мышей были
продемонстрированы как при использова-
нии стандартной [Bobkova et al., 2001; Bobkova
et al., 2014], так и модифицированной проце-
дуры тестирования в ВЛМ [Mucignat-Caretta
et al., 2006]. В нашем эксперименте через
3 нед после ОБ мыши медленнее обучались
находить скрытую платформу в ВЛМ. Мак-
симально различия проявлялись в завершаю-
щей стадии обучения, когда контрольные
мыши находили платформу за относительно
небольшое время. Еще больше эти различия в
приобретении умения искать платформу бы-
ли заметны в группе 2. Однако в тестовой по-
пытке животные ОБ и ЛО и в серии 1, и в се-
рии 2 значимо не различались по времени,
проведенному в целевом квадранте. В серии 2
число посещений целевого квадранта, харак-
теризующее поисковую активность живот-
ных, было значимо ниже в группе ОБ по
сравнению с контрольными мышами. Это
позволяет нам говорить об ухудшении обуче-
ния на обоих сроках после ОБ, но о наруше-
нии сформированной памяти мы можем го-
ворить только на более позднем сроке, когда
наблюдали ухудшение исследовательской ак-
тивности животных. Следует заметить, что
аналогичные выводы были сделаны и в неко-
торых работах других авторов [Machado et al.,
2012]. Таким образом, возникновение холи-
нергического дефицита, обусловленное сни-
жением доли ХАТ-позитивных нейронов ме-
диальной перегородки, совпадало по срокам
с проявлением трудностей в формировании
пространственной памяти, хотя не влияло на
ее сохранность. Похожие данные были по-
лучены при исследовании роли временной
холинергической дисфункции в выработке
и сохранности условно-рефлекторного за-
мирания после введения β-амилоидного
пептида крысам [Stepanichev et al., 2014].
Исчезновение же дефицита ХАТ-иммуно-
реактивных клеток не приводило к суще-
ственному улучшению обучения в ВЛМ, а
на сохранность пространственной памяти
влияло незначительно. Вероятно, наруше-
ния обучения в пространственных задачах
связаны не только, а может и не столько с на-

рушением холинергической трансмиссии,
сколько с комплексом структурных и молеку-
лярных изменений, индуцируемых ОБ в от-
делах мозга.

Важным представляется тот факт, что ста-
тистически значимое снижение доли ХАТ-
иммунореактивных клеток в общей популя-
ции нейронов (NeuN-позитивных клеток)
наблюдали в группе 1, соответствующей 4 нед
после ОБ (начало поведенческих тестов – 2 нед
после операции). На более позднем сроке до-
ля ХАТ-позитивных клеток не отличалась от
таковой у мышей ЛО. Таким образом, наблю-
дается временная утрата способности нейро-
нов медиальной септальной области экспрес-
сировать белок ХАТ. Ранее эту особенность
холинергических нейронов утрачивать спе-
цифический фенотип в ходе развития экспе-
риментальных патологий или нейродегене-
рации при болезни Альцгеймера отмечали и
другие авторы [Blusztajn et al., 2000; Lazo et al.,
2010; Lopez-Coviella et al., 2011; Meola et al.,
2013; Stepanichev et al., 2014; 2017]. Хотя при-
чины этого до настоящего времени не ясны,
предполагается, что такое уменьшение экс-
прессии ХАТ может быть вызвано снижени-
ем нейротрофической поддержки холинерги-
ческих нейронов [Schliebs, Arendt, 2006;
Schliebs, Arendt, 2011] и/или усилением окис-
лительного стресса [Cenini et al., 2019; Gulyaeva
et al., 2017]. ОБ сопровождается усилением
генерации активных форм кислорода, сни-
жением антиоксидантной защиты, накопле-
нием продуктов перекисного окисления ли-
пидов, нарушением функции митохондрий
[Avetisyan et al., 2016; Tasset et al., 2010]. В нашей
предыдущей работе было показано, что
максимально выраженное окислительное
повреждение нуклеиновых кислот в меди-
альном септальном ядре и белков в гиппо-
кампе наблюдается в течение 30 дней после
ОБ [Недогреева и др., 2018]. Указанные из-
менения могут приводить к снижению экс-
прессии белка, которое, по-видимому, яв-
ляется обратимым.

ВЫВОДЫ
1. Удаление обонятельных луковиц у мы-

шей приводит к нарушению неассоциатив-
ного обучения и памяти.

2. Удаление обонятельных луковиц у мы-
шей нарушает обучение в водном лабиринте
Морриса в течение по крайней мере двух ме-
сяцев после операции и вызывает умеренное
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ухудшение пространственной памяти через
45, но не через 26 дней после операции.

3. Через 30 дней после удаления обоня-
тельных луковиц в медиальном септальном
ядре и ядрах диагональной полоски Брока
происходит снижение доли холинергических
клеток, которое не наблюдается через 52 дня
после операции.
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DISTURBANCES IN MEMORY FORMATION AND TRANSIENT 
CHOLINERGIC DEFICIT DEVELOPMENT IN MICE AFTER

OLFACTORY BULBECTOMY
O. A. Nedogreevaa,#, N. A. Lazarevaa, M. Yu. Stepanicheva, and N. V. Gulyaevaa

a Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia
#e-mail: nedogreewaolga@gmail.com

Olfactory bulbectomy in rodents is widely used as a model of symptoms of depression or neurode-
generation, including cholinergic degeneration. We performed olfactory bulbectomy in male
C57BL/6 mice. Formation of long-term non-associatative memory (habituation) and spatial mem-
ory was studied 2 and 4 weeks after olfactory bulbectomy. The effect of olfactory bulbectomy on
neurons of the medial septal area was examined using immunohistochemical staining for choline
acetyltransferase and NeuN after behavioral study, 4 and 7 weeks after the surgery. Olfactory bul-
bectomy impaired habituation of locomotor activity in the “open field” test and spatial learning, but
not memory, in the water maze at both time points was studied. A decrease in the portion of cho-
linergic neurons in the medial septal area was found 4 but not 7 weeks after bulbectomy. We did not
find significant reduction in the total number of neurons in this brain region. We suggest that the
appearance of cognitive impairments after olfactory bulbectomy may be associated with transient
cholinergic deficit at the early stage of pathology development.

Keywords: olfactory bulbectomy, non-associatative memory, spatial memory, acetylcholine, Alz-
heimer’s disease, depression, medial septum
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